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(3) V6hlcu!e aqueux pour mlcro-organlsmes non autonomes du ifegne animal a malntenlr vlvants hors 
de leur milieu naturel, notamment spermatozoides de bovin. 



i Le v6hlcule de ('invention est con$u pour des mlcro-organlsmes non autonomes du r&gne animal, tels 
que gametes et embryons qu'il faut maintenir vivants hors de leur milieu naturel en vue d'interventions 
de rhomme, et est susceptible d'etre conserve prfit a I'emplol sur des p6riodes prolong6es. II s'agit d'un 
milieu aqueux comprenant, outre notamment des agents de nutrition (sucres et ackles amines), des 
tampons et des sets minftaux utilises classiquement, un produit protecteur forme oomme support de 
croissance embryonnaire par un organisms vivant, qui, en l'6tat de la technique, est d'origine animate et 
ajoute extemporanement a I'emplol du v6hlcde et qui, selon i'lnvention, est une I6clthine extralte de 
graines de soja et introduce dans le milieu aqueux A la formulation du v6hlcule. Lorsque la conservation 
des micro-organismes est cryog6nique, on ajoute au v6hicule du glycerol. Dans une application 
particulfere, les micro-organismes sont des spermatozoides de bovins. 



<o 
in 
in 

in 

00 
CO 



£L 
UJ 



Jouve, 16, rue SaintOente, 75001 PARIS 




EP 0 685 556 A1 

(.'invention se rapporte k un vehicule pour micro-organismes non autonomes du rfcgne animal, tels que 
gametes et embryons, k maintenir vivants en dehors de leur milieu naturel en vue d'interventions de 1'homme, 
susceptible d'etre conserv6 prdt k I'emploi sur des periodes prolongees, ce vehicule etant un milieu aqueux 
comprenant, outre notamment des agents de nutrition, des tampons et des sels min6raux, un produit protecteur 

5 forme comme support de croissance embryonnaire par un organisme vivant et qui, en l'6tat de la technique 
est d'origine animate et ajoute extemporan£ment k I'emploi du vehicule. 

Au sens de la presente description, par micro-organismes non autonomes, on entendre des organismes 
unicellulaires ou paucicellulaires, eucaryotes ou procaryotes, vivants mais non dou6s de capacity de repro- 
duction immediate, c'est-6-dire de reproduction d'organismes descendants au m§me stade devolution que 

10 leurs ascendants directs. Ainsi des gametes ou des embryons ne sont pas autonomes car ils ne peuvent en- 
gender directement des gametes ou des embryons. Par oontraste, les amibes constituent des micro-organis- 
mes autonomes. 

La conservation de gametes, embryons et cellules du rfegne animal vivants hors de leur milieu naturel, k 
l'6tat f rais et surtout congel6 pour des interventions veterinaires ou connexes, notamment pour la f6condation 

is artif icielle, n6cessite des vehicuies liquides, qui, en termes de metier, sont dits "dilueurs" ou •conservateurs" 
pour les spermatozoTdes, et milieux pour les ovocytes, embryons et cellules. Ces liquides comportent, en milieu 
aqueux, des agents de nutrition tels que sucres et amino-actdes, des tampons, eventuellement des anticoa- 
gulants, ainsi que, pour des conservations cryog6niques des micro-organismes, un inhibiteur de formation de 
cristaux de glace, tel qu'un polyol, notamment glycerol. On y ajoute, au moment de I'emploi, un produit protec- 

20 teur de membranes cellulaires d'origine animale tel que scrums et al bumines ; trfes souvent ce produit protec- 
teur est pour les dilueurs du jaune d'oeuf dont le pouvoir protecteur est particuliferement accentu6 du fait, sem- 
ble-t-il, que ce jaune d'oeuf constitue le support essentiel de croissance de I'embryon de poulet, done d'un 
organisme animal fragile k un stade ou la division cellulaire est particulierement intense, et les reactions de 
defense aux agressions exterieures encore peu d6ve!opp6es. Dans la pratique on utilise, soit du jaune d'oeuf 

25 frais, soit des preparations industrielles liquides destinies notamment k I'industrie alimentaire. 

Ces produits protecteurs sont, en contrepartie de I'efficacite de la protection membranaire, favorables k 
la multiplication de micro-organismes, pathogfcnes ou non leur conservation k I'etat eff ksace est aieatoire, de 
sorte que systematiquement, ils ne sont ajout&s au vehicule qu'au moment de I'emptoi. 

Mais cet ajout au moment de I'emploi est une operation qu'il est tr£s difficile d'executer dans des condi- 

30 tions d'asepsie rigoureuse, d'autant que la sterilisation des produits protecteurs est tr&s delicate, car elle ne 
doit, ni deteriorer le produit protecteur lui-meme (les produits contenant des albuminoTdes coagulent k la cha- 
leur, par exemple), ni laisser subsister dans le produit protecteur sterilise des composes toxiques pour les mi- 
cro-organismes k conserves 

L'objectif de I'invention est done de cr6er un vehicule pour micro-organismes non autonomes du rfegne 

35 animal conserves en vie, susceptible d'etre conserve sur des periodes prolongees pr§t k I'emploi, e'est-e-dire 
contenant d6s la formulation le produit protecteur, et sterilise. 

Cela est obtenu avec un v6hicule pour micro-organismes non autonomes du r£gne animal, tels que ga- 
metes et embryons, k maintenir vivants en dehors de leur milieu naturel en vue d'interventions de I'homme, 
susceptible d'etre conserve pr6t £ I'emploi sur des periodes prolongees, ce v6hicule etant un milieu aqueux 

40 comprenant, outre notamment des agents de nutrition, des tampons et des sels mineraux, un produit protecteur 
forme oomme support de croissance embryonnaire par un organisme vivant, et qui, en I'etat de la technique, 
est d'origine animate et ajoute extemporan6ment k I'emploi du vehicule, characterise en ce que ledtt produit pro- 
tecteur est une I6cithine extraite de graines de soja, et introduite dans le milieu aqueux k la formulation du 
vehicule. 

46 II a ete constate que, de fagon imprevisible, la lecithine extraite de graines de soja, bien qu'issue du r6gne 
vegetal et fbrmant partie du su pport de d 6velop pement du germe d'une graine, pr6senta it un pouvoir protecteur 
comparable k oelui des protecteurs usuels k regard des membranes de cellules appartenant au rfcgne animal, 
sans en partager la fragilite devant les processus de sterilisation, et la mauvaise conservation dans le temps, 
ce qui permettait de I'incorporer au vehicule lore de la formulation de celui-ci, et de steriliser le vehicule avec 

so tous ses composant8. Dans ces conditions, le vehicule pouvatt dt re conserve k la temperature de r6f rigerateur 
(typiquement 4°C) pendant des periodes prolongees, atteignant au moins six mois, sans deterioration d6ce- 
lable. 

De preference, pour la conservation cryog6nique des micro-organismes non autonomes, le vehicule 
contiendra, k d se efficace, un polyol apte k inhiber la formation de cristaux de glace, typiquement glycerol. 
66 L'utiiisation d'un tel polyol, classique en conservation cryog6nique, s'est av6ree compatibl avec le vehicule 
de I'invention. 

De preference 6gal ment, le vehicule est formuie avec une quantite d'eau reduite, et on le dilue pour I'em- 
ploi avec de I'eau sterile. On reduit ainsi le volume du vehicule pendant sa conservation entre sa formulation 
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et son emploi ; la disposition d'eau sterile, et la dilution du v6hicule concents sans affecter la sterilite du v6- 

hicule final ne pr6sentent aucune difficult^ particuli6re comparable avec la pratique anterieure d'ajout extem- 

poran6 du produit protecteur. 

En disposition pteteree, un vehicule congu sp6cialement pour du sperme de bovin comprend, k retat 
5 concentre, pour 200 ml d'eau : 

Trim6thylol-m6thyfamine 3,4 g k 4,2 g 

Citrate trisodique dihydrate 13,7 g k 16,75 g 

Chlorure de potassium 0,55 g k 0,67 g 

Fructose 1,65 g k 2,0 g 

10 Glucose 0,68 g k 0,84 g 

Lactose 0,41 g k 0,50 g 

Lactate de calcium 0,09 g k 0,1 1 g 

Glycine 5,15 gk 6,25 g 

Glycerol 64 mid 78 ml 

15 L6cithine de soja 6,75 g k 8,25 g 

ce v6hicule 6tant k diluer, pour I'emploi, avec 750 ml k 900 ml d'eau. 
Des caracteristiques secondaires, et les avantages de I'invention ressortiront d'ailleurs de la description 

qui va suivre k titre d'exemple. 

20 Exemple 1 - V6hicule pour sperme de bovin 

On a formute un v6hicu1e en dissolvant ou dispersant dans 200 ml d'eau sterile 3,809 g d'un tampon Tri- 
ntethylolntethylamine (Tampon Tris), 1 5,238 g de citrate trisodique dihydrate anticoagulant, 0,609 g de chlorure 
de potassium, des sucres, soit 1 ,828 g de fructose, 0,761 g de glucose et 0,457 g de lactose, 0,100 g de lactate 
25 de sodium, 5,714 g d'un amino-acide, ici glycine, 71 ml de glycerol et 7,5 g de tecithine de soja. Pour I'emploi, 
on portera la quantite d'eau k 1 025 ml par ajout de 825 ml d'eau sterile. 

Aprds formulation, le v6hicule concents est sterilise de fa?on classique, mis en f lacon etanche et conser- 
ve dans un r6f rig6rateur h + 4°C. 



30 Exemple 2 - Emploi du v6hicule 



En laboratoire, on a realise des congelations de spermatozoTdes de taureaux, chaque 6jaculat 6tant divis6 
en deux parts ; une part a 6te introduite dans un v6hicule conforme k I'exemple 1 apnfes dilution, et I'autre part 
a 6te introduite dans un dilueur de formulation propriete de la Demanderesse incluant du lait et du jaune d'oeuf. 
35 De fagon classique, on a ajoute k chaque part, dans des proportions equivalentes, des antibiotiques usuels. 
Apr&s quoi les deux parts ont 6t6 mises s6par6ment dans des tubes dits paillettes qui ont 6t6 sceltes et im- 
merg6s dans I'azote liquide, suivant un processus classique. 



Exemple 3 - Contrdle in vitro de la qualite de conservation des spermatozoTdes 

40 

Un nombre 6gal de paillettes appartenant k Tune et I'autre part d'6jaculats de plusieurs taureaux (pour 
r6duire I'inf luence de 1'individual ite), et choisies au hasard ont 6t6 sorties de I'azote liquide et d6congel6es pour 
un examen microscopique, en determinant les pourcentages de spermatozoTdes motiles et progressifs. Ces 
pourcentages se sont r6v6ies du m§me ordre pour les dilueurs classique et selon I'invention, avec un avantage 
45 pour le dilueur selon I'invention; mais cet avantage n'etait pas signif icatif en termes de probabilite. 



Exemple 4 - Contrdle par teoondation in vitro 



On a choisi comme k I'exemple 3 deux lots de paillettes appartenant respectivement k Tune et I'autre part, 
so pour tecond er in vitro des ovocytes pr6lev6 s sur des vaches, et Ton a d 6compte le nombre d'ovocytes f6oond6s 
ainsi que le nombre d'embryons parvenus au stade blastocyste. Lk encore les pourcentages de r6ussite se 
sont av£r£s sensiblement 6gaux pour les deux lots, avec un avantage pour le lot oomprenant le dilueur de I'in- 
vention. Toutefbis, oompte tenu de la dispersion resultant de la diversite des ovocytes, Tavantage n'etait pas 
signif icatif en termes de probabilite. 
65 On observera que les exemples precedents etaient destines k verifier que le dilueur de I'invention etait 
au moins aussi eff icace que les dilueurs classiques, t ne pouvai nt faire ressortir un avantage important de 
I'invention, qui est d f p6rer en routine en conditions steriles. En ef fet, d'une part, les essais de laboratoir peu- 
vent etre executes avec plus de soins et dans une ambiance mieux d6f inie qu'un travail de caractere industriel, 
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et d' autre part, les contaminations qui risquent d'etre engendrees par les processus ciassiques n'apparaissent 
pratiquement pas aux stades pr^coces entourant la fecondation. 

Sous un autre aspect, on a v6rif \6 que les concentrations en constituents du vehicule dans une plage de 
± 10 % autour des valeurs indiqu6es k Texemple 1, no d£gradent pas sensiblement I'efficacite des v6hicules 
5 vis-a-vis des spermatozoTdes. On observera que le glycerol et la lecithine contribuent dans une moindre part 
que les autres composants k la compatibility biologique du vehicule pour les micro-organismes non autono- 
mes, le glycerol etant de ce point de vue sensiblement neutre et n'agissant que pour 6viter que la congelation 
ne provoque un eclatement des membranes, tandis que la lecithine apparatt comme un protecteur exterieur 
aux micro-organismes. 

10 Par ailleurs, on a fait des essais de composition de milieux pour la conservation d'ovocytes en vue de fe- 
condation "in vitro", et de culture d'embryons avant implantation dans Tuterus de femelles, en partant de 
compositions ciassiques de milieux et en y ajoutant, k la formulation, de la lecithine de soja en substitution 
aux products protecteurs usuels ajoutes extemporan6m ent k Temploi, avec des resultats, du point de vue main- 
tien de la vie des micro-organismes non autonomes, au moins comparables aux r6sultats obtenus classique- 

15 ment, tandis que les conditions d'asepsie des processus etaient nettement am6lior6es. 

Bien entendu, I'invention n'est pas Iimit6e aux exemples d6crits f mais en embrasse toutes les variantes 
d'ex6cution dans le cadre des revendications. 



20 Revendications 



1 . V6hicule pour micro-organismes non autonomes du rdgne animal, tels que gametes et embryons, k main- 
tenir vivants en dehors de leur milieu naturel en vue d'interventions de Thomme, susceptible d'etre 
conserv6 prist a Temploi sur des p6riodes prolong6es, ce vehicule etant un milieu aqueux comprenant, 

25 outre notamment des agents de nutrition, des tampons et des sels min6raux, un produ it protecteur form6 

comme support de croissance embryonnaire par un organisme vivant, et qui, en T6tat de la technique, 
estd'origine animate et ajouti extemporanement k I'emploi du vehicule, caract6ris6 en ce que ledit produit 
protecteur est une lecithine extraite de graines de soja, et introduite dans le milieu aqueux a la formulation 
du v6hicule. 

30 

2. Vehicule selon la revendication 1, pr6vu pour une conservation cr yog6nique des micro-organismes non 
autonomes, caracterise en ce qu'il contient, k dose efficace, un polyol apte a inhiber la formation de cris- 
taux de glace. 

35 3. Vehicule selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en ce que, pour la conservation entre formu- 
lation et emploi, le vehicule, concentre, oomporte une quantite partielle d'eau, un complement d'eau etant 
k ajouter pour Temploi. 



4. Vehicule selon la revendication 3, congu sp6cialement pour du sperme de bovin, caracterise en ce qu'il 
40 comprend, a T6tat concentre, pour 200 ml d'eau : 

Trim6thylo!-m6thyiamine 3,4 g k 4,2 g 

Citrate trisodique dihydrate 13,7 g & 16,75 g 

Chlorure de potassium 0,55 g k 0,67 g 

Fructose 1,65 ga 2,0 g 

45 Glucose 0,68 gk 0,84 g 

Lactose 0,41 g k 0,50 g 

Lactate de calcium 0,09 g k 0,11 g 

Glycine 5,15 g k 6,25 g 

Glycerol 64 ml k 78 ml 

so L6cithine de soja 6,75 g k 8,25 g 

ce vehicule etant k diluer, pour Temploi, avec 750 ml k 900 ml d'eau. 

5. Vehicule selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il contient sensiblement pour 200 ml d'eau : 
Trimethytd-methylamine 3,809 g 

55 Citrate trisodique dihydrate 15,238 g 

Chlorure de potassium 0,609 g 

Fructose 1,828 g 

Glucose 0,761 g 
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Lactose 0,457 g 

Lactate de calcium 0,100 g 

Glycine 5,714 g 

Glycerol 71 ml 

L6cithine de soja 7,5 g 



ce v6hicule 6tant & diluer, pour I'emploi, avec sensiblement825 ml d'eau. 
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